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(57) Abstract 

The invention concerns magnetic pearl-shaped PVA carriers which are produced by suspension of a polymer phase containing magnetic 
colloids in an organic phase containing a special emulsifier mixture. Particles which have a grain size of 1 - 8 /xm and can bond ligands 
chemically are obtained. The carriers can be used for isolating and detecting biomolecules, cells, antibodies and nucleic acids. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft magnetische, perirormige PVAL-Trfiger, die durch Suspension einer magnetische Kolloide enthaltenden 
Polymerphase, in einer organischen Phase, die eine spezielle Emulgatormischung cnthait, hergestellt werden. Es werden Partikel mit 
einer KorngroBe von 1-8 erhalten, die Ligandcn chemisch zu binden vermogen. Die Trager konnen zur Isoliening und Detektion von 
Biomolektilen, Zellen, Antikorpem und Nukleinsauren verwendet werden. 
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Magnetische Polymerpartikel auf der Basis von 
Polyvinylalkohol, verfahren fur ihre Herstellung und 
Verwendung 

BESCHREIBUNG 



Gegenstand der vorliegenden Erf indung Bind Verfahren zur 
Herstellung perl- bzw. kugelf ormiger Polymerpartikel (Beads) 
auf der Basis von Polyvinylalkohol (PVAL), in die ein 
magnet isches Kolloid eingekapselt ist, das den 
Polymerpartikeln magnetische Eigenschaf ten verleiht und dazu 
befahigt, Biomolekule Oder Zellen zu binden. 

Magnetische Polymerpartikel wurden in den letzten Jahren vor 
allem in der Biochemie und Medizin vornehmlich zur 
Abtrennung von Zellen, Proteinen und Nukleinsauren 
verwendet. Aufgrund der magnet ischen Eigenschaf ten lassen 
sie sich auch ale Transport syst erne ftir bestimmte Pharmaka in 
bestimmte Korperareale nutzen. Der Einsatz von 
Magnetpartikeln bietet von der praktischen Handhabung her 
groEe Vorteile gegentiber herkttmmlichen Separationsystemen, 
da die meist als feine Suspensionen Oder Emulsionen 
vorliegenden Magnetpartikel mittels magnetischer Kraf te aus 
der Mischung abgetrennt werden k6nnen. Diese Abtrenntechnik 
macht die ubliche Zentrifugation uberf lussig. Die 
magnetische Fraktion kann ferner innerhalb einer Minute 
abgetrennt werden, was im Vergleich zu den herkdmmlichen 
chromatographischen Saulentrenntechniken eine erhebliche 
Zeitersparnis bedeutet. Bei letzterer Technik fallen vor 
allem das zeitaufwendige Equilibrieren und Eluieren ins 
Gewicht, Prozesse also, die bei der Magnet -Bead-Technik 
praktisch ent fallen. Ein weiterer wesentlicher Vorteil, die 
die Magnet -Bead-Technologie auszeichnet, besteht in der Art 
der Reaktionskinetik. Bei den Fullmedien fur die 
S&ulenchromatographie greift man in der Kegel auf KorngroEen 
von 50 - 100 urn zuriick. Da bei solchen RorngrdSen die 
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Trennkapazit&ten jedoch vielfach nicht ausreichen, geht der 
Trend zunehmend dahin, KorngrdSen von < 50 pm und sogar < 
10 um anzuwenden. Damit die beim Saulendurchlauf erzeugten 
hohen Drucke widerstanden werden konnen, weisen solche 
Hedien praktiech keine Porositaten mehr auf, weshalb man in 
praxi von den durchsichtigen Kunststoff- bzw. Glassaulen zu 
druckstabilen Stahls&ulen iibergehen mufite. Die dafur 
erforderlichen leistungsf&higen Pumpsysteme sind ein 
weiterer Nachteil der heutigen Saulenchromatographie- 
Technik. Diese Nachteile, die letztlich in der ungeniigenden 
Umsatzkinetik begrundet sind, konnen durch die Anwendung der 
Magnet - Bead- Techno logie vollig umgangen werden* 
Durch Verwendung feindisperser PVAL Partikel, die eine 
Teilchengr6£e von 1-10 pm, vorzugsweise eine solche von 1-4 
pm, aufweisen, verbleiben die Teilchen fiber mehrere Stunden 
hinweg im suspendierten Zustand, so dass die Umsatzkinetik 
der einer quasi -homogenen Ldsung entspricht. Infolge der 
stabilen Suspension kann auch in den meisten Fallen auf 
Ruhren oder Schtitteln verzichtet werden. 

Verfahren zur Herstellung von magnetischen Eisen-Dextran 
Mikropartikeln sind in der U.S. Patentschrif t 4 , 452 ,773 
beschrieben. Durch Mischen einer Fe(II)- und Fe(III)- 
Salzldsung in Gegenwart einer def inierten Menge Dextran und 
anschlieEender Zugabe von Alkali werden 30-40 nm gro&e 
kolloidale Fe-Oxid Teilchen gewonnen, an die Dextran 
adsorbiert ist. Ein Shnliches Verfahren liegt der PCT 
Anmeldung WO 90/07380 zugrunde. Es werden Fe(IX)- und 
Fe(III)-Salzl6sungen unter Zugabe von Dextran bei 40°C 
behandelt und anschliefiend mit NaOH titriert, aufgrund 
dessen superparamagnetische Partikel mit einer Grofie von 40- 
100 nm erhalten werden. Der Nachteil beider Verfahren im 
Hinblick auf rasche und einfache Abtrennung, besteht darin, 
dafi aufgrund der Feinheit der Partikel eine Separation nur 
mittels eines hochgradienten Magnet feldes (High Gradient 
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Magnetic Field) mdglich ist. Dieses hochgradiente Magnetfeld 
wird durch eine Trennsaule, die mit Stahlwolle Oder 
fchnlichen mikropartikularen Substanzen dicht gefullt ist, 
und sich zwischen den Polschuhen zweier starker Elektro- 
bzw. Handxnagnete befindet, erzeugt. Die Trennung der 
Teilchen erfolgt durch Rindurchleiten der Suspension durch 
die gefullte Trenns&ule. Eine Abtrennung solcher Kolloide 
ist mittels herkommlicher Handmagnete nicht mdglich. 
Grunds&tzliche experimentelle Unterschiede zu der 
herkommlichen Chromatographie-Technik bestehen eomit kaum. 
Bin weiterer Nachteil der zitierten Herstel lungs verfahren 
ist, dafi durch den eigentlichen Herstellungsprozess keine 
einheitlichen Teilchengrdfien gewonnen werden, vielmehr 
werden diese erst durch eine f raktionierte Magnetseparation 
erhalten. Erschwerend filr den Nachweis dieser Magnetpartikel 
ist ferner der Umstand, dafi die Teilchen unter dem 
Lichtmikroskop nicht mehr sichtbar sind* In einem weiteren 
Verfahren, das dem U.S. Patent 4,070,246 zugrunde liegt, 
werden Magnetpartikel durch Umsetzen von p-Aminobenzoesaure 
und einem Aldehyd unter Zugabe eines ferromagnetischen 
Pulvers gewonnen. Die Herstellung definierter perlfdrmiger 
Partikel, wie sie fur diagnostische Tests erforderlich sind, 
ist mit diesem Verfahren nicht mdglich. Chemische Kopplungen 
von Biomolekiilen an den Trager sind ebenfalls nicht mdglich. 
Gleiches gilt auch f\xr die in den U.S. Patent schr if ten 
4,106,448, 4,136,683 und 4,735,796 beschriebenen Verfahren 
zur Herstellung von Dextran eingekapselten magnet ischen 
Partikeln fiir die Diagnostik und fxir die Tumortherapie . Auch 
bei den vorgenannten Verfahren sind kovalente Kopplungen von 
Biomolekiilen nicht beschrieben. In der U.S. Patent schr if t 
4,647,447 wird die Herstellung f erromagnetischer Partikel 
fiir die HMR-Diagnostik beschrieben. Hierbei wird entweder 
von Fe(Il) /Fe(Ill) -Salzlosungen oder direkt von 
mikropartikularen Ferriten ausgegangen, die in Gegenwart 
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eines Komplexbildners in Form von Serum Albumin, 
Polysaccharide^ Dextran oder Dextrin zu Magnet suspensionen 
umgesetzt warden. Weitere f erromagnetische Partikel, die in 
einer Silan-Matrix eingekapeelt Bind, werden in der U.S. 
Patentschrift 4,628,037 behandelt . Ebenfalls als 
Kontrastmittel fftr die NMR-Diagnostik dienen 
superparamagnetische Eisenoxide, die in dem U.S. Patent 
4,627,945 behandelt werden. Durch Ausf alien von 
Fe(II)/Fe(III)-Salzmischungen mittels Basen in Gegenwart von 
Serum Albumin, Polypeptiden oder Polysacchariden lassen sich 
mit diesen Substanzen beschichtete Magnetpartikel 
herstellen. Durch Ankopplung bestimmter Antikdrper an die 
Matrix kSnnen die Magnetteilchen in bestimmte K6rperareale 
dirigiert werden (Targeting) . Die Herstellung von 
Eisenoxiden durch Ausf alien von Eisensalzen in Gegenwart von 
z.B. Dextranen oder Polyglutaraldehyden liegt den U.S. 
Patenten 2,870,740 und 4,267,234 zugrunde. Allen 
vorgenannten Verfahren und Produkten ist gemeinsam, da£ die 
ferromagnetischen oder superparamagnetischen Partikel erst 
durch AusfSllen einer Fe-Salzlosung, die ein bestimmtes 
molares Verh&ltnis von Fe(II) und Fe(III) -Salzen 
voraussetzt, in Gegenwart eines Komplexbildners bzw. 
Beschichtungeagens hergestellt werden. Die beschriebenen 
Teilchen weisen eine mehr oder weniger breite 
KorngrdSenverteilung au£. Definierte perl- bzw. kugelf ormige 
Partikel, lassen sich mit den vorgenannten Verfahren nicht 
herstellen. Die beschriebenen Mittel weisen eine mehr oder 
weniger amorphe geometrische Struktur auf . Aufgrund ihrer 
Feinheit, die durchweg im nm-Bereich liegt, eignen sie sich 
daher vorwiegend als Kontrastmittel ftir die NMR-Diagnostik 
Oder als Zell-Markierungsmittel (Zellmarker) . Die Abtrennung 
der xaagnetischen Fraktionen sind dartiberhinaus in den 
meisten Fallen mittels einfacher Kandmagnete, wie sie ftir 
schnelle diagnostische Tests oder 
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affinit&tschromatographische Abtrennungen vorteilhaft sind, 
nicht moglich. 

Die Pr&paration magnet ischer Albumin- bzw. Protein- 
Mikropartikel, die mit bestimmten Bindungsagenzien 
beschichtet sind und fur die Virus- und Zell-Separationen 
sowie diagnostieche Tests eingesetzt werden konnen, sind in 
den U.S. Patenten 4,345,588; 4,169,804; 4,115,534 ; 
4,230,685; 4,247,406 und 4,357,259 beschrieben. 
Hagnetpartikel mit einer def inierten perlformigen Struktur 
sind aus den U.S. Patenten 4,861,705 bekannt . Gegenstand des 
vorgenannten Patentes sind Agarose-Polyaldehyd-Komposit- 
Partikel, die durch Suspension der Polymerphase in einer 61- 
Phase gewonnen werden. Durch Zumischen eines Ferrof luides, 
dies sind def ini t ions gemag sehr feine superparamagnetiscbe, 
wafirige Eisenoxide-Kolloide, zu der Polymerphase werden 
magnet ische Polymerpartikel mit einer TeilchengroEe von 40- 
1000 ym erhalten. 

Ideal -kugelfdrmig Partikel werden in dem U.S. Patent 
4,654,267 beschrieben. Das Verfahren unterscheidet sich 
grrundsatzlich von den vorgenannten dadurch, daS Polyacrylate 
oder Polysstyrol als Matrix verwendet werden, die zunachst 
mitt els Suspensionspolymerisation zu perlformigen Partikeln 
radikalisch polymerisiert werden. Anschlie&end werden die 
Teilchen in einer organischen Phase unter def inierten 
Bedingungen gequollen. Es folgt eine Inkubation der 
Polymerpartiklel in einer Fe(II) /Fe(ZII) -Salzlosung, die, 
nachdem sie in die Teilchen diffundiert ist, mittels 
Ammoniak zu superparamagnetischen Eisenoxiden oxidiert 
werden. Das Verfahren liefert perlformige Partikel mit 
Rorngrdfien zwischen 0.5 und 20 ym* Das Verfahren selber ist 
technisch sehr aufwendig. Neben der Verwendung hochtoxischer 
Substanzen betragt der Zeitaufwand fiir die Preparation der 
Grundmatrix 10-30 Stunden. Ferner bedarf es zus&tzlicher 
Nitro-, Nitroso- oder Amino -Gruppen, die durch einen 
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zusatzlichen Pr&parationsschritt in die Polymermatrix 
eingefuhrt wird, urn eine ausreichende Absorption der Fe- 
Salze zu gew£hrleisten. Der entscheidende Nachteil der dort 
beschriebenen Fartikel liegt in dem Grundpolymer Polystyrol 
begriindet. Polystyrol stellt ein auSerst hydrophobes 
Material dar, das im Kontakt mit Proteinlosungen oder 
anderen Biomolekulen stark zur unspezif ischen Adsorption 
neigt, ein Phanomen, das besonders bei Immunoassays und 
aff init&tschromatographischen Auf trennungen nachteilig ist. 
Die Nachteile der vorgenannten Verf ahren in Bezug auf 
Hers tellungsauf wand, Part ikelgeome trie, magnetisches 
Separationsverhalten, Eigenschaften der Polymermatrix Oder 
Art der Kopplungsweise kdnnen durch ein neuartiges Wasser- 
in-6l- Suspensions verf ahren umgangen werden. 
Als Polymermatrix wird Polyvinylalkohol (PVAL) verwendet, 
der als w££rige Losung in einer organischen, nicht mit 
Nasser mischbaren Phase unter Ruhren suspendiert und 
vernetzt wird. Beispiele fur solche organischen Phasen sind 
allgemein aus dem Stand der Technik der 

Suspensionspolymerisation bekannt. Vorzugsweise werden fur 
das erf indungsgemafie Verfahren handelsxibliche Pf lanzendle 
verwendet. Um zu den gewunschten magnet ischen Eigenschaften 
der Polymerpartikel zu gelangen, wird die Polymerphase vor 
der Suspension mit einem magnet ischen Kolloid z.B. in Form 
von Eisenoxid-Pulvern oder Ferrof luiden vermischt und 
anschlieEend in der dlphase suspendiert. Die Herstellung 
perlformiger PVAL Partikel durch Suspension einer wafirigen 
Polymerlosung ist in der DE-OS 4127657 beschrieben. Durch 
Zugabe von Magnet it-Pulver zur Polymerlosung kdnnen 
magnetische Partikel hergestellt werden. Das dort 
beschriebene Verfahren verwendet Polymerldsungen und 
dlphasen, die keine Zus&tze in Form von Emulgatoren oder 
sonstigen oberf lachenaktiven Substanzen enth&lt. Dadurch 
bedingt, liegen die Partikelgrofien durchweg zwischen 50 und 
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500 pm. Die Korngr6£en werden bei dem vorgenannten Verfahren 
in erster Linie durch die Viskosit&t der organischen- 
und/oder der Polymer-Phase bestimmt. 

Das Ziel der vorliegenden Erf indung sind demgegenuber 
Magnetpartikel, die eine PartikelgrdEe im Bereich von 1-10 
Vim, vorzugsweise zwischen 1-4 \xm aufweisen und dariiberhinaus 
eine sehr enge Korngr5£enverteilung aufweisen* Nur solche 
Teilcben lassen sich fur die Zellseparation/-mar2cierung, die 
Aufreinigung von Biosubstanzen in Suspension sowie fur 
diagnostische Assays einsetzen. 

Es wurde uberraschenderweise gezeigt, dafi solche Polymer 
Partikel durch Zugabe von bestimmten Emulgator-Mischungen zu 
der dlphase realisiert werden kdnnen. Der Begriff Emulgator 
wird im folgenden def initionsgemaS als Oberbegriff fur alle 
oberf l&chenaktiven Substanzen wie Tenside, Detergenzien 
Oder Suspensionsstabilisatoren verwendet. Emulgatoren, die 
sich als Zus&tze fiir die Olphase eignen sind z.B.: 
Propylenoxid-Athylenoxid-Blockcopolymere , Sorbitan- 
Fetts&ureester, Komplexmis Chester aus Pentaerythrit- 
Fetts&ureester mit Citronensaure, Polyathylenglykol- 
Castorol-Derivate, Blockcopolymere aus Rizinusol-Derivaten, 
Poly&thylenglykole, modifizierte Polyester, Polyoxyathylen- 
Sorbitan-Fettsaureester, Polyoxyathylen-Polyoxypropylen- 
&thylendiamin-Blockcopolymere, Polyglyceryl-Derivate, 
Polyoxyathy len-Alkoho 1 -Der ivat e , 

Alkylphenylpoly&thylenglykol-Derivate , Polyhydroxyf etts&ure- 
Poly&thylenglykol -Blockcopolymere, Poly&thylenglykol- 
Atherderivate . Substanzen dieser Art sind im Handel u.a. 
unter der Handelsbezeichnung: Pluronic®, Synperonic®, 
Tetronic®, Triton®, Arlacel®, Span®, Tween®, Brij®, 
Renex®, Hypermer®, Lameform®, Dehymuls® oder Eumulgin® 
bekannt < 

Im Hinblick auf einheitliche, perlfdrmige Polymer Partikel 
mit den geforderten Partikelgr&Sen von 1-10 urn hat sich 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 97/04862 



PCT/EPM/02398 



8 

uberraschenderweise gezeigt, daS fur die biphase nur eine 
Miechung aus mindestens zwei, vorzugsweise drei bis vier 
oberf l&chenaktiven Substanzen, zu der geforderten 
Partikelepezif ikation fuhrt. Voraussetzung fur die 
Realisierung der geforderten PartikelgrdSen ist eine 
entsprechende Verringerung der Grenzf lachenspannung der 
Phasen. Dies wird uberraschenderweise durch Mischen von 
einer lipohilen Emulgatorkomponente mit mindestens einem 
Eznulgator ermoglicht, der semi -hydrophile Eigenschaf ten 
aufweist, d.h. der sowohl wasser- als auch olldslich ist. 
Emulgatoren, die die letzteren Eigenschaf ten erfullen sind 
z.B.: Athylenoxid-Propylenoxid-Blockcopolymer-Derivate mit 
uberwiegendem Athylenoxid-Anteil, Polyathylenglykol- 
hexadecy lather, kiirzerkettige Polyoxyathylen-Sorbitan- 
Fettsaureester, Poly&thylenglykole oder kiirzerkettige 
Sorbitan-Fettsaureester . 

Die Ronzentration der Emulgatoren in der Olphase betragt in 
der Regel 2-6 Vol.%, vorzugsweise 3.5-5.0 Vol%. In Bezug 
auf Feinheit und enge RorngrdSenverteilung der 
Polymertropfchen sind solche Emulgatormischungen von 
Vorteil, die mindestens zwei lipophile Komponenten und einen 
semi-hydrophilen Emulgator enthalten. Die Ronzentration des 
semi-hydrophilen Emulgators liegt in der in der Regel 
zwischen 15 und 30 Vol%, bezogen auf die Gesamt- 
Emulgatormenge . Die erf indungsgema Sen Verfahren ermoglichen 
neben der Feinheit der Teilchen auch die Herstellung 
perlformiger Teilchen, die Voraussetzung fur eine homogene 
Suspension sind. Dadurch wird exaktes Pipettieren, wie in 
der biochemischen-medizinischen Analytik/Diagnostik 
erf orderlich, ermoglicht . 

Neben den Emulgatoren fur die Olphase tragen auch spezielle 
oberf lachenaktive Substanzen, die in der waSrigen 
Polymerphase 16slich sind, zur Verbesserung der 
Suspensionsqualit&t vor allem von Polymer 16 sungen mit 
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niedrigen Molmassen (20.000-80.000) bei. Daruberhinaus hat 
sich uberraschenderweise gezeigt, dafi eich die in fester 
Form zugesetzten magnetischen Kolloide erst durch Zugabe 
ionischer Enmlgatoren fein dispergieren lassen. Beispiele 
fur solche Enmlgatoren, die auch ale binare Mischungen 
eingesetzt werden konnen, sind: Serum Albumin, Gelatine, 
aliphatische und aromatische Sulf onsaure-Derivate, 
Polyathylenglykole, Poly-N-Vinylpyrrolidon oder Cellulose- 
acetat-butyrat . Die Mengen der eingesetzten Bmulgatoren 
betragen in der Regel 0.01 - 2 % Gew%, bezogen auf die 
Polymerphase, wobei die Konzentration der ionischen 
Bmulgatoren durchweg zwischen 0.01 und 0.05 Gew% liegt. 
Die Einf lxisse wie Ruhrgeschwindigkeit sowie Konzentration 
und Viskosit&t der beiden Phasen auf die Teilchengrofie, wie 
in der DE-OS 4127657 gezeigt, spielen beim erf indungsgemafien 
Verfahren aufgrund der Emulgatorzusatze nur eine 
untergeordnete Rolle. Zur Realisierung der erf order lichen 
Teilchengrofien von 1-10 pm reichen Riihrgeschwindigkeiten von 
1500-2000 U/Min. aus, wobei herkommliche Zweiblatt- 
Propellerruhrer zum Einsatz koznmen. Der determinierende 
Einf lufi der Emulgatoren des vorliegenden Verf ahrens auf die 
Teilchengrofie wird daraus ersichtlich, dafi bei Emiedrigung 
der RUhrgeschwindigkeit von 2000 auf 1300 U/Min. die 
Teilchengrofien von zuvor 1-5 urn auf 2-8 pm ansteigen. Bei 
Erhdhung der Rilhrgeschwindikeit von 2000 auf 5000 U/Min. ist 
praktisch keine Teilchengrdfienveranderung festzustellen. 
Demgegemiber variieren die Teilchengrofien der nach der 
vorgenannten Methode hergestellten Partikel bei analoger 
Anderung der Rtihrgeschwindigkeiten zwischen 10 und 80 urn. 
Auch der in der vorgenannten Patentschrif t beobachtete 
< Einf lufi der Viskosit&ten sowohl der Suspensionsphase als 

auch der Polymerphase auf die Teilchengrdfien wirken sich bei 
dem erf indungsgem&fien Verfahren gegeniiber dem Einf lufi der 
Emulgatoren nur minimal aus. So schwanken die Teilchengrdfien 
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der PVAL-Partikel bei Veranderung der Viskositat der 

Polymerphase von 10 auf 1000 mPa s bei dem prf indungsgema&en 

Verf ahren nur zwischen 2 und 8 urn, beim vorgenannten % 

Verfahren unter sonst gleichen Bedingungen dagegen zwischen 

50 und 140 imu 

Als Magnetpartikel, die wahrend des Suspensions- 
Vernetzungsprozesses in die Polymermatrix eingekapselt 
werden, konnen grundsatzlich solche ferro- Oder 
superparamagnetischen Kolloide verwendet werden, die eine 
entsprechende PartikelgrdEe aufweisen und in der Regel uber 
eine magnetische Sattigung von 50-400 Gauss verfugen. 
Ein weitere Forderung, die die Magnetpartikel erfullen 
miissen, ist die Dispergierbarkeit in der wafirigen 
Polymerphase- Im Gegensatz zu dem im U.S. Patent 4,654,267 
beschriebenen Verf ahren zur Erzeugung magnet ischer Partikel, 
dem ein aufwendiger Quellungsprozess mit Eisensalzen und 
anschliefiender Oxidation zu Magnetit-Kolloiden zugrunde 
liegt, k6nnen bei dem vorliegenden Verf ahren die 
magnetischen Kolloide direkt in der Polymerphase dispergiert 
werden. Bei der anschlie&enden Suspension in der organischen 
Phase werden die Magnet-Kolloide dann simultan in den 
Polymertrdpfchen eingeschlossen. Diese Verf ahrensweise 
stellt eine deutliche verfahrenstechnische Vereinf achung 
gegemiber dem vorgenannten Verf ahren dar, womit auch eine 
erhebliche Zeitersparnis fur den Herstellungsprozess 
verbunden ist. Wahrend zur Herstellung der vorgenannten 
Mittel auf Polystyrolbasis Preparations zei ten von 10 bis 30 
Stunden erforderlich sind, bendtigt man bei dem 
erf indungsgemafien Verfahren lediglich 5- 30 Minuten zur 
Gewinnung der Basis-Magnetpartikel. 

Als magnetische Kolloide kommen vorzugsweise Magnetite mit • 
Part ike lgrdfien von 10-200 nm in Frage, wobei das 
erf indungsgema£e Verfahren nicht auf diese Verbindungsklasse 
beschrankt ist. Solche Substanzen sind z.B. unter der 
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Hande 1 sbe z e i chnung Bayf errox oder Ferrof luidics im Handel 
erha.lt lich. Da die Herstellung solcher Kolloide allgemeiner 
Stand der Technik 1st, konnen die Magnetteilchen auch nach 
den bekannten Verfahren, wie z.B. von Shinkai et al., 
Biocatalysis, Vol. 5, 1991, 61, Reimers und Khalafalla, Br. 
Patent 1,439,031 Oder Kondo et al., Appl. Microbiol. 
Biotechnol., Vol 41, 1994, 99, beschrieben, hergestellt 
werden. Die Konzentrationen der Kolloide in der Polymerphase 
liegen, jeweils bezogen auf die Polymephase, in der Regel 
zwischen 4 und 14 Vol% bei den Kolloiden, die 
herstellungsbedingt bereits als wafcrige Kolloide vorliegen, 
und 0.3-2 Gew.% bei den Festsubstanzen. Far die Herstellung 
werden die magnetischen Kolloide der Polymerphase direkt 
zugemischt. Urn eine f eindisperse, gleichma£ige Verteilung 
der Partikel zu gewahrleisten, ist ein kurzzeitiges 
Vermischen der wafirigen Dispersion mitt els eines 
hochtourigen Dispergierwerkzeuges (Ultra-Turrax) mit 
anschliefiender Ultraschallbehandlung fdrderlich. 
Die zur Herstellung der Magnetpartikel benotigte 
Polymerphase besteht in der Regel aus 2.5-10 Gew% PVAL - 
Ldsung. Wie aus der DE-OS 4127657 bekannt ist, wird die 
Porosit&t der Polymerteilchen letztlich durch die 
Knaueldichte bestimmt, die ihrerseits durch die mittlere 
Molmasse des Polymeren und die Konzentration festgelegt ist. 
Zunehmende Molmasse und/oder verringerte 
Polymerkonzentration bedeutet geringere Knaueldichte und 
damit zunehmende Porositat. Da die Praktikabilitat eines 
Testverf ahrens besonders im Rahmen routinemafiiger 
diagnostischer oder analytischer Verf ahren auch von der 
Quant i tat der pro Tr&germenge absorbierten Substanzen 
abhangt, spielt die Porosit&t als hierftir mitentscheidender 
Parameter eine wesentliche Rolle bei der 

Magnetpartikelherstellung. Bei den erf indungsgemafien Mitteln 
kommen daher vorzugsweise Polymerkonzentrationen von 2.5-5 
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Gev/% und Molmassen von >50..000 zum Einsatz. Auf diese Weise 
hergestellte Polymerpartikel weisezx eine hohe Porosit&t und 
eine entsprechend hohe Bindungskapazit&t sowohl in Bezug auf 
die an die Matrix gekoppelten Liganden, als auch fur die von 
den Liganden gebundenen Ligaten bzw. Biomoleloile auf, Ein 
weiterer Faktor, der in' die Porositat und somit auch in die 
Funktionalit&t der Magnetpartikel einfliefit, ist die Wahl 
des Vernetzers sowie dessen Konzent ration. 1m Hinblick auf 
hohe Beladungskapazit&ten werden die 

Vernetzerkonzentrationen so gewahlt, dafi eine entsprechende 
Porositat in Verbindung mit ausreichender Formstabilit&t 
gewahrleistet ist. Als Vernetzer kommen prinzipiell alle 
wasserloslichen mit den Hydroxy 1-Gruppen des PVAL 
reagierende bifunktionelle Verbindungen wie z.B. Aldehyde, 
S&urechloride Oder Divinylsulf on in Frage. Vorzugsweise wird 
Glutaraldehyd unter Saurekatalyse als Vernetzer verwendet, 
da diese Substanz bereits innerhalb weniger Minuten mit dem 
Polymeren unter Bildung festvernetzter Partikel abreagiert. 
Bei den ubrigen Substanzen sind ein bis zwei Stunden 
Reaktionszeit erf orderlich. Die Verwendung von Glutaraldehyd 
bietet dariiberhinaus uberraschenderweise die Moglichkeit, 
durch simultane Zugabe eines wasserloslichen Diamins, z.B. 
Athylendiamin oder Hexamethylendiamin, die Vemetzereinheit 
entsprechend urn die L&nge der Diaminkette zu verl&ngern und 
dadurch die Porositat der Polymermatrix zu erhdhen. Die 
Vernetzerkonzentrationen liegen, bezogen auf die wa£rige 
Polymerphase, in der Regel zwischen 0.2 und 1 Vol% und fur 
Glutaraldehyd zwischen 2 und 7 Vol% . Glutaraldehyd wird 
durchweg in Form einer 6-25%igen wa£rigen Losung eingesetzt. 
Bei den Diaminen werden in der Regel zwischen 10 und 50 
Mol%, bezogen auf die Glutaraldehyd Menge, eingesetzt. 
Fur die Herstellung der Magnetpartikel wird im allgemeinen 
zun&chst die 20-25fache Volumenmenge einer organischen 
Phase, vorzugsweise handelsubliches Pflanzendl, vorgegeben. 
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in der anschlie&end die Polymer-Magnet -Kol lo id-Mi schung 
unter Ruhren euspendiert wird. Die Zugabe der Saure im Falle 
der G lutaraldehyd- Verne tzung wird dabei von der Stabilit&t 
des Magnet -Kolloids bestimmt. Manche Magnet-Kolloide neigen 
dazu, bei Saure zugabe zu agglomerieren. Dies kann 
uberraschenderweise dadurch umgangen werden, dafi die S&ure 
erst w&hrend Oder am Bnde des Suspensionsvorganges zugesetzt 
wird. Da die Magnet-Kolloide zu diesem Zeitpunkt bereits in 
der Polymermatrix feindispers veteilt sind, kann ein 
Agglomerieren ganzlich vermieden werden. Bei den 
saurestabilen Magnet -Kolloiden kann die Saure vor dem 
Suspensionsprozess auch direkt zu der Polymer-Phase 
zugegeben werden* Die Zugabe des Vernetzers erfolgt jeweils 
wahrend des Suspensionsvorganges. 

Keben den bisher beschriebenen Teilchengr6£e und - geometrie 
bestimmenden Parametern kann uberraschenderweise gezeigt 
werden, dafi die Saurekonzentration einen entscheidenden 
Einflufi auf die Suspendierbarkeit der Magnet-Teilchen hat. 
Gute Suspendierbarkeit bedeutet, dafi die Teilchen vollig 
isoliert voneinander sind und in wafirigen Losungen keinerlei 
Agglomerate bilden. Diese Eigenschaft, die Voraussetzung fiir 
eine lange Verweilzeit im suspendierten Zustand ist, wird 
durch S&urekonzentrationen von 15-50 Vol%, bezogen auf die 
Polymerphase, erzielt. Es wird vorzugsweise 1-3N KC1 
verwendet. Die Verweilzeiten in der Suspension sind 
dementsprechend bei den PVAIi-Partiklen aehr hoch, sie liegen 
zwischen 12 und 48 Stunden gegeniiber 4 Stunden bei den 
Polys tyrol -Beads aus der U.S. Patentschrif t 4,654,267. 
Den so gewonnenen Magnetpartikeln, deren besondere Vorziige 
in den durch die vielf Sltigen Verfahrensparameter 
gestaltbaren und adapt ierbaren Eigenschaf ten wie Porositat, 
Korngrdfie, magnetisches Verhalten und chemische 
Funktionalit&t begrttndet sind, eroffnen sich eine Vielzahl 
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von Anwendungen, die in ihrer Gesamtheit den bisher 
beschriebenen Magnet tragern nicht zuganglich sind. 
Aufgrund der hohen cbemiscben Funktionalitat dee 
Basispolymeren PVAL kdnnen bei den erf indungsgem&£en Mitteln 
samtliche bei den herkommlichen Af f init&tschromatographie- 
Medien bekannten Aktivierungs- und Kopplungsverf abren 
angewendet werden. Beispiele fur solcbe 
Aktivierungsagenzien sind: BrCN, 2-Fluor-l-methyl- 
pyridinium- toluol -4 -sulfonate 1, 1 '-Carbonyl-diimidazol, 
Epichlorhydrin, Hexamethylendiisocyanat oder l-Cyano-4- 
dimetbylamino-pyridinium-tetrafluorborat. Die entsprecbenden 
Kopplungsmethoden fur Bioliganden bzw. Biomolekttle sind 
allgemeiner Stand der Tecbnik und u.a. in Methods in 
Enzymology, Vol- 135, K. Moebach Hrsg., 1987, bescbrieben. 
Die Kopplungsverf abren in dem vorgenannten U.S. Patent 
4,654,267 sind demgegemiber auf die Aktivierung und Kopplung 
von Carboxyl-Gruppen beschrankt. 

Die vorhandenen Hydroxy 1-Gruppen des bier beschriebenen 
erf indungsgem&Sen Basispolymeren bieten dariiberhinaus 
ttberraschenderweise die Moglicbkeit, Vinylmonomere auf die 
Polymermatrix auf zupf ropf en. Durch diesen Pf ropfprozess 
kdnnen zus&tzliche, funktionelle Molekulketten 
(Spacermolekule) eingeftihrt werden. Die Kopplung der 
Biomolekule an solche Spacennolekule f 6rdem allgemein die 
Erhaltung der nativen Struktur und damit die biologiscbe 
Aktivitat der gekoppelten Biomolekule. Dadurcb, daS das 
Biomolektil nicht mehr direkt mit der Matrixoberf lache in 
Kontakt kommt, werden mogliche Konf ormatlons&nderungen 
innerhalb des Biomolekttls unterbunden. Die Pfropfung mit 
Vinylmonomeren geschieht unter katalytischer Wirkung von 
Cer (XV) -Salzen, z.B. Cer(IV) -ammoniuamitrat oder Cer(XV)- 
ammoniumsulfat, die als Redoxinitiatoren fiir die 
Radikalpolymerisation fungieren. Die Cer (XV) -Salze werden 
bevorzugt als 0.03-0.1 molare Losungen in 0.5- 1 N 
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Schwefelsaure oder Salpetersaure eingesetzt. Als 
Vinylmonomere kommen solche Substanzen zum Einsatz, die uber 
funktionelle oder reaktive Gruppen z.B. in Form von HO-, 
H00C-, NH2-, NC0-, CHO- oder Ox Iran -Gruppen verfiigen. 
Bezuglich der Einzelheiten des an sich bekannten 
Pf ropfverfahrens wird auf die in den Of f enlegungsschrif ten 
DE-OS 2157902 und DE-OS 3811042 beschriebenen Verfahren 
verwiesen. Die hier vorges tell ten erf indungsgemaSen 
Polymennatrizes unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer 
physikalischen und chemischen Struktur, Eigenschaf ten und 
Anwendtbarkeit grunds&tzlich von der vorgenannten 
Pfropfmatrizes. Ein weiterer Unterschied zu den vorgenannten 
Pf ropfverf abren besteht darin, dafi bei den erf indungsgemaSen 
Mitteln nicbt unter Sauerstof f ausschluS gearbeitet werden 
mu£, sondern daS die Gegenwart eines mit Wasser nicbt 
miscbbaren organiscben Losungsmittels wie z.B* Hexan, 
Heptan, Cyclohexan oder Petrolather ausreicht, urn hobe 
Pfropfausbeuten zu realisieren. Die Pfropfzeiten lassen sich 
dariiberbinaus gegeniiber den vorgenannten Verfahren bis zu 
90% verringem. Die Mengen der eingesetzten Vinylmonomeren 
bewegen sich zwischen 10 und 50 Vol%, bezogen auf die 
Magnetpart ikel -Suspens ion . 

Aufgrund der vielfaitigen Aktivierungs- und 

Modif ikationsmoglicbkeiten der PVAL-Magnetpartikel kann eine 
praktisch unbegrenzte Anzabl von Biomolekttlen an die Matrix 
gekoppelt werden. Es ergeben sich so weitreichende 
Einsatzmoglichkeiten, die von der medizinischen Diagnostik 
bis bin zur molekularbiologischen Analytik reicben. Eine 
wicbtige Anwendung innerhalb der Biowissenschaf ten stellen 
die Auftrennungen nacb dem Af f initStsprinzip dar. Die 
hierfdr norxaalerweiee verwendete S&ulentechnik ist jedoch 
mit erheblicben experimentellen Aufwand verbunden, so dass 
vor allexn fur kleine, routinemafiige Auftrennungen praktiscbe 
Alternativen wiinschenwert sind. Die erf indungsgemaSen Mittel 
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bietea solche Alternatives da der Zeit- und experimentelle 
Aufwand aur einen Bruchteil gegenuber dem herkommlicher 
Techniken erfordert. Als Liganden konnen grundsatzlich 
samtliche heute in der Af f initatschromatographie verwendeten 
Liganden gekoppelt werden. Beispiele hierfxir, die auch aus 
praktischer Sicht interessante Perspektiven erSffnen, Bind: 
Protein A, Protein G, Heparin, Antikdrper, Serum. Albumin, 
Gelatine, Lysin, Concavalin A, Oligosaccharide, 
Oligonucleotide oder Enzyme. Die speziellen Auftrennungen, 
die sich mit solchen Af f initatsmatrizes durchfiihren lassen, 
sind allgemeiner Stand der Technik. Bezuglich der 
Einzelheiten dieser an sich bekannten Verfahren wird auf die 
Ausfuhrungen im J. of Chromatography, Vol. 510, 1990, 
verwiesen. Neben der experimentellen Vereinfachung liegt der 
besondere Vorteil der Magnetpartikel-Technologie jedoch in 
einer deutlichen Verkiirzung der Auf trennzeiten. Dies iiegt 
darin begrundet, dafi die Magnetpartikel -Suspension eine 
guasi-homogene Phase darstellt, die eine tJmsatzkinetik 
analog der einer homogenen Losung ermoglicht. Auf diese 
Weise lassen sich Auf trennungen ohne gr6fceren Aufwand je 
nach Gr6fie des Ansatzes innerhalb von 2-5 Minuten 
durchfiihren. 

Ein weiterer, interessanter Bereich, der mit der 
Magnetpartikel-Technologie abgedeckt werden kann, ist der 
Bereich der Diagnostik, im besonderen der Bereich des 
Immunoassays. Das grundlegende Prinzip besteht darin, 
spezifische Substanzen quantitativ zu erfassen. Die QualitSt 
des Nachweises ist dabei unmittelbar an die spezifische 
Isolierung der betreffenden Substanz, sei es durch 
chromatographische Verfahren oder durch Bindung an einen 
polymeren Festkorper, geknUpft. In der Praxis geschieht 
diese spezifische Bindung in der Regel ttber einen 
immobilisierten Antikorper, der dann photometrisch oder 
nephelometrisch analysiert wird. Die neu entwickelten PVAL- 
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Medien bietea hier nun eine hervorragende Basis, fur 
Immunoassays eingesetzt zu warden. Dazu werden in der 
bekannten Art und Weise Antikorper gegen bestimmte, fur die 
Diagnose relevante Antigene an die Magnetpartikel chemisch 
gebunden. Beispiele solcher Antikorper sind: anti-Insulin, 
anti-Thyroxin, Antik6rper gegen das Thyroid- stimulierende 
Hormon (TSH) , Antikdrper gegen das Thyroid bindende 
Globulin, anti-Cortison, anti-Ferritin, ant i -Chorionic 
Gonadotropin, anti-Carcinogen-Embryonales-Antigen (CEA), 
anti-Progesteron, anti-Testosteron, ant i -Estradiol, anti- 
Prolactin, ant i - Human - Growth - Hormon , anti-Digoxin, anti-S2- 
Microglobulin, anti-a2-Macroglobulin, anti-Vitamin B12, 
anti-Faktor VTII oder anti-AFP. Die Inkubationzeiten der 
Antikorper-gekoppelten Magnetpartikel mit den 
Substanzgemischen betragt in der Kegel 2-5 Minuten. Nach 
magnetischer Abtrennung werden die isolierten Antikdrper- 
Antigen Komplexe photometrisch mit Hilfe der bekannten 
Analysenmethoden quantitativ detektiert. Durch die 
Verwendung der Magnetpartikel -Technologie lassen sich die 
Xnkubationszeiten urn den Faktor 10-100 gegenuber der 
herkdmmlichen Mikrotiterplatten- oder S&ulentrenntechnik, 
wie sie in der DE-OS 4126436 beschrieben ist, verkiirzen. 
AuSer Antikorper konnen auch andere Substanzen an die 
Magnetpartikel gekoppelt werden und zur Detektierung 
bestimmter Substanzen genutzt werden. Eine solche Subs t an z 
ist 3-Aminophenylboronsaure, die an die PVAL-Matrix 
gekoppelt, zur Detektion des Blutzuckergehaltes verwendet 
wird. Zur Xmmobilisierung des Liganden wird der PVAL-Tr&ger 
im ersten Schritt mit Diisocyanaten aktiviert. Anschliefiend 
erfolgt die Umsetzung mit dem Liganden. Fur die Umsetzung 
werden in Regel 15-30 mg 3-Aminophenylboronsaure pro 100 mg 
Magnetphase eingesetzt. Die Analyse des Blutzuckergehaltes 
geschieht liber das im Blut vorhandene glykierte H&moglobin, 
das sich spezifisch an die Boronsaure-Liganden bindet. Durch 
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anschlieSende Elution der gebundenen glykierten Fraktion von 
der Matrix wird diese quant i tat iv mittels photometrischer 
Methoden analysiert. Der besondere Vorzug gegentiber den 
fruheren Testverf ahren 1st der geringere arbeitstechnische 
Aufwand. Die Methode kann daher be Bonders fur routinem&fiige 
Ana ly s en eingesetzt werden, 

Die in den letzten Jahren im Zuge neuer therapeutischer- und 
diagnostischer MaSnahmen sehr in den Vordergmnd geruckten 
molekularbiologischen Analysen stellen ein weiteres 
Anwendungsfeld fur die PVAL-Magnetpartikel dar. 
Bei vielen analytischen Verfahren innerhalb der 
Molekularbiologie wird die hohe Aff initat zwischen 
Streptavidin/Avidin und Biotin genutzt. Durch Ankopplung von 
Streptavidin bzw. Avidin an polymere Festphasen konnen 
biotinylierte Biomolekule jeglicher Art wie z.B. DNA- 
Fragmente, Oligonukleotide, Proteine, Antikorper oder 
Ant i gene isoliert werden. Die Verwendung der PVAL -Matrix 
bietet hier aufgrund der einfachen Kopplungstechnik in 
Verbindung mit der hohen Suspendierf &higkeit die 
Mdglichkeit, solche Trennungen in einfacher Weise 
durchzufuhren. Praktische Anwendungsbereiche, wo die Magnet - 
Bead-Technik vorzugsweise eingesetzt werden kann, sind 
z.B.: DNA-Festpbasen-Sequenzierungen, DNA-Synthesen oder 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) • Die PVAL-Magnetpartikel 
bieten f erner uber die Kopplung von Antikorpern, die gegen 
bestimmte Zellmarker gerichtet sind, z.B* anti-CD4, anti- 
CD15, anti-CD35, ant i- CD 8, Zellseparationen und - 
Markierungen (Labelling) durchzufuhren. Bezuglich der 
Einzelheiten wird auf die bekannte Literatur verwiesen: 
Haukanes und Kram, Biotechnology, Vol .11, 1993, 60. 

Die Erf indung wird in den nachfolgenden Beiepielen naher 
erl&utert . 
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Beispiel 1 

Ein Magnetit-Kolloid wird analog der Vorschrif t von. Rondo et 
al., Appl. Microbiol Biotechnologie, Vol* 41, 1994, 99-105, 
hergestellt. 10 ml des Kolloids warden in eine Mischung, 
bestehend aus 80 ml 10% PVAL-Ldsung (mittlere Molmasse 
48.000), 5 ml 2.5% Polyvinylpyrrolidon Ldsung, 20 ml 2 N 
HC1 und 0.4 ml 3.5% Na-Dodecylsulf at , dispergiert. Nach 
einmintttiger Behandlung im Ultraschallbad (100 W) wird die 
Mischung bei 20°C in 2 Liter eines herkdmmlichen 
Pflanzenols, das 2% Pluronic 6100, 0.8% Pluronic 6200, 0.4 % 
Dehymuls FCE und 0.6% Dehymuls HRE 7 enth&lt unter Ruhren 
suspendiert. Die Ruhrgeschwindigkeit betragt 2000 U/Min. 
Nach 10 Sek. werden 6.4 ml 12%ige Glutaraldehyd-Losung 
zugegeben. Es wird noch 20 Sek. weitergeruhrt . Danach wird 
die Suspension bei 5000 x g 30 Sek. zentrifugiert und die 
biphase abdekantiert . Die verbleibende Suspension wird 
einmal mit je ca. 300 ml n-Hexan und Methyl&thylketon 
nachgewaschen. Die gewonnene magnetische Suspension wird in 
ca. 400 ml Was ser /Methanol 1:1 (v/v) dispergiert und 
wiederum abzentrif ugiert . Danach erfolgt lOmaliges Waschen 
der Magnetf raktion durch Dispergieren in ca. 400 ml Wasser 
mit jeweils dazwischengeschaltetem Zentrif ugationschritt . Es 
werden Magnetpartikel mit einer Gr6Senverteilung von 2-4 pm 
und einem Eisengehalt von 7% gewonnen. 
(Alle %-Angaben hler und im folgenden sind in Vol.% , 
sofern es sich um eine flussige Substanz und in Gew.% , 
sofem es sich um eine Fest substanz handelt) . 

Beispiel 2 

5 ml Magnet -Kolloid gema£ Beispiel 1 werden in 40 ml PYAL- 
Phase gemafi Beispiel 1 dispergiert und anschlieSend in 880 
ml handelsttblichem Pfianzen61, in dem 1.5% Pluronic 8100, 
0.4 % Pluronic 6200 und 0.4% Dehymuls FCE gelost sind, unter 
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Rtihren suspendiert ( Rti h rge 8 chwindlgke i t 2000 U/Min.). Sodann 
werden 4% 25%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben; die 
Suspension wird fur weitere 10 Sek. geriihrt. Nach 10 Hinuten 
wird die Suspension abzentrifugiert und gemafi Beispiel 1 
mit Methanol /Was ser, n-Hexan und Methyl&thylketon gewaschen. 
Es werden Magnetpartikel mit einer GroSe von 1-3 pm 
gewonnen. Der Eisenoxid-Anteil betragt 7.3 %. 

Beispiel 3 

4 ml Ferrof luidics EMG 807 werden in 100 ml 5% PVAL-Losung 
(mittlere Holmasse 224.000) dispergiert. Die Dispersion wird 

5 Min. im Ultraschallbad behandelt und anschlie&end in 2300 
ml Pflanzendl, das 2% Arlacel 83, 0.8% Tween 85 und 0.4% 
Dehymuls FCE enthalt, unter Rtihren (Riihrgeschwindigkeit 1800 
U/Min.) suspendiert. Nach 5 Sek. werden 25 ml 2.5 N HC1 
zugegeben und nach weiteren 5 Sek. 7 ml 12%ige 
Glutaraldehyd-Xi&sung . Es wird noch 10 Sek. weitergeriihrt . 
Die Suspension wird nach 10 Min., wie unter Beispiel 1 
beschrieben, abzentrifugiert und gewaschen. Es entstehen 
Magnetpartikel mit einer KorngroEe von 2-5 urn und einem 
Eisenoxidgehalt von 24.6%. 

Beispiel 4 

180 mg Bayferrox Eisenoxid- Pigment PR 5044 N werden in 20 ml 
7%iger PVAL-Ldsung (mittlere Molmasse 88.000), die 0.01% 
Polystyrol6ulfonsaure und 0.05 % Poly&thylenglykol 1000 
enth&lt, vermischt und eine Min. mit einem 
Dispergierwerkzeug (Ultra-Turrax ) bei 20.000 U/Min. 
dispergiert. Es folgt eine zweimal 2minutige Behandlung im 
Ultraschallbad. Die Mischung wird anschliefiend unter Ruhr en 
(Riihrgeschwindigkeit 2000) in 460 ml Pflanzendl, das 1.9% 
Arlacel 83, 0.4% Tween 20, 0.3% Dehymuls FCE und 1% 
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Dehymuls HRE 7 enth&lt, dispergiert. Nach 10 Sek. wird 0.8 
ml 25%ige Glutaraldehyd-Ldsuing zugefugt und nach weiteren 5 
Sek. 8 ml 1 N KC1. Die Suspension wird noch 10 Sek. 
weitergertihrt . Nach 10 Min. erfolgt die Xsolierung und 
Aufarbeitung der Fraktion gemSft Beispiel 1. Es fallen 
Magnetpartikel mit einer Korngrd&enverteilung von 2-4 pm und 
einem Eisenoxidgehalt von 12.3% an. 

Beispiel 5 

50 mg Bayferrox 318 M werden in 10 ml einer Mischung, 
bestehend aus 5% PVAL (mittlere Molmasse 224.000) , 0.01% Na- 
Dodecylsulfat und 0.1% Polyathylenglykol 1000 mittels Ultra- 
Turrax dispergiert (20.000 U/Min.). AnschlieSend wird die 
Polymerphase in 250 ml Pflanzendl, das 2.2% Span 80, 0.4% 
Dehymuls PCE und 0.4% Pluronic 6200 enthiilt, unter Ruhren 
euspendiert (Ruhrgeschwindigkeit 1800). Nach 5 Sek. werden 
10 ml 1 N KC1 zugefugt und nach weiteren 10 Sek. 0.6 ml 
25%ige Glutaraldehyd-Losung. Es wird 10 Sek. weitergeruhrt 
und die Suspension nach 5 Min. abzentrif ugiert . Die 
gewonnene Fraktion wird gem&& Beispiel 1 gewaschen. Es 
bilden sich Magnetpartikel mit einer Korngrdfienverteilung 
von 3-6 pm # deren Eisengehalt 10.2 % betragt. 

Beispiel 6 

In eine Mischung, bestehend aus 50 ml 4%iger PVAL-Ldsung 
(mittlere Molmasse 103.000), in der 0.1% Rinder Serum 
Albumin und 0.5% Polyathylenglykol 1000 geldst sind, werden 
6.4 ml Magnet-Kolloid gemafi Beispiel 1 dispergiert. Die 
Dispersion wird 5 Min im Ultraschallbad beschallt und 
anschlie£end in 1100 ml Pflanzenol, das 1.8% Span 85, 0.8% 
Synperonic Pi 61, 0.8% Tetronic 901 und 0.4% Dehymuls FCE 
enth&lt, suspendiert (Ruhrgeschwindigkeit 2000). Nach 10 
Sek. werden 4 ml 12%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben und 
nach weiteren 5 Sek. 12.5 ml 2.5 N HC1. Die Suspension wird 
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noch 10 Sek. weitergeruhrt . Nach 15 Min. erfolgt die 
Zentrifugation und weitere Aufarbeitung gemafi Beispiel 1. Es 
werden Magnetpartikel mit einer Korngrdfienverteilung von 1-3 
pm und einem Eisenoxidgehalt von 8.3% erhalten. 

Beispiel 7 

100 ml 3.5 %ige PVAL-L6sung (mittlere Molmasse 224.000), die 
20% 3 N HC1 enthalt, werden mit 13 ml Ferrof luidics EMG 507 
vermischt und 0.5 Min. im Ultraschallbad beschallt. Die 
Magnetit-Polymer-Phase wird sodann in 2.3 Liter Pflanzenol, 
das 1.8% Pluronic 6100, 0.2% Pluronic 6200, 0.2% Hypermer 
A60 und 1.8% Dehymuls HRE 7 enthalt unter Riihren 
suspendiert (Ruhrgeschwindigkeit 2000). Nach 10 Sek. werden 
8 ml 12%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben und 15 Sek. 
weitergeruhrt . Nach 10 Min. wird die Suspension 
abzentrifugiert und gemafi Beispiel 1 gewaschen. Die 
gewonnenen Teilchen haben eine Korngrdfienverteilung von 1-2 
pm und weisen einen Eisenoxidgehalt von 14.2% auf . 

Beispiel 8 

100 ml 7.5% ige PVAL-Ldsung (mittlere Molmasse 88.000), in 
der 0.05% Gelatine geldst sind, werden mit 12.5 ml 
Ferrof luidics EMG 707 vermischt und 3 Min. im Ultraschallbad 
behandelt. Die Mischung wird anschlieSend in 2.5 Liter 
Pflanzendl, das 1% Arlacel 83, 0.4% Pluronic 6100 und 0.2% 
Brij 52 und 0.4% Tween 60 enthalt, unter Riihren suspendiert 
(Rtthrgeschwindigkeit 2000). Nach 10 Sek. werden 4 ml 12%ige 
Glutaraldehyd-Losung und nach weiteren 5 Sek. 26.5 ml 1 N 
HC1 zugefugt. Die Suspension wird noch 15 Sek. weitergeruht . 
Nach 15 Min. wird die Suspension abzentrifugiert und gemafi 
Beispiel 1 gewaschen. Es fallen Magnetteilchen mit einer 
Korngrdfienverteilung von 2-4 pm und einem Eisenoxidgehalt 
von 26.0% an. 
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Beispiel 9 

10 ml 7.5 % ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse 103.000) 
werden mit 0,5 N NaOH auf pH 9.5 eingestellt und 75 \xl 
Divinylsulfon zupipettiert . In der wafirigen Phase werden 
sodann 1.2 ml Magnet -Kolloid gemafi Beispiel 1 dispergiert. 
Nach 3minutiger Beschallung im Ultraschallbad wird die 
Mischung in 220 ml P£lanzen61, in dem 2% Span 60, 0.4% 
Tween 80 und 0.4% Dehymuls FCE gelost sind, unter Ruhren 
suspendiert (Rtthrgeschwindigkeit 2000). Es wird noch 30 Sek. 
weitergertihrt . Danach wird die Suspension 60 Min. bei 
Raumtexnperatur stehengelassen und anschlieEend gemafi 
Beispiel 1 auf gearbeitet • Es werden Partikel mit einer 
Korngrofienverteilung von 4-8 pm gewonnen. Der 
Eisenoxidgehalt betragt 7.7%. 

Beispiel 10 

100 ml 3.5%ige PVAL-Ldsung (mittlere Molmasse 224.000), in 
der 40% 1 N HC1 und 0.015 % Na-Dodecylsulf at gelfist sind, 
werden mit 5 ml Ferrof luidics EMG 707 versetzt und eine Min. 
im Ultraschallbad beschallt. Die Polymerphase wird sodann in 
2.3 Liter Pflanzen61, in dem l%Arlacel 83, 1% Pluronic 6100, 
0.8% Tween 80 und 2% Dehymuls HRE gelost sind, unter Rxihren 
(Riihrgeschwindigkeit 2000) 10 Sek. suspendiert. Nach 10 Sek. 
werden 6 ml 25%ige Glutaraldehyd-Ldsung zugegeben; es wird 
fttr weitere 10 Sek. geriihrt. Nach 10 Min. wird die 
Suspension gemafi Beispiel 1 abzentrifugiert und gewaschen. 
Es bilden sich Magnetpartikel mit einer KorngroSenverteilung 
von 2-4 ym, die einen Eisenoxidgehalt von 24% aufweisen 

Beispiel 11 

14.5 ml Magnetit-Kolloid gemafi Beispiel 1 werden in 100 ml 
Polymerphase, die 4% PVAL (mittlere Molmasse 224.000) und 
0.1% Rinder Serum Albumin enthalt, dispergiert und eine Min. 
im Ultraschallbad behandelt. Danach wird die Dispersion 
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zun&chst fur 15 Sek. in 2.5 Liter Pflanzen61, in dem 3.8% , 
Pluronic 3100, 0.8% Pluronic 6200 und 1.5% Tetronic 

304gel6st sind, unter Rfchren suspendiert < 
(Rtthrgeschwindigkeit 2000). Es werden sodann 7.5 ml 12%ige 
Glutaraldehyd-Losung und nach weiteren 10 Sek. 25 ml 3 N HC1 
zugegeben ; es wird noch fur 10 Sek. weitergeruhrt . Nach 10 
Min. wird die Suspension gemaS Beispiel 1 auf gearbeitet . Es 
werden Magnetpartikel mit einer KorngrdSenverteilung von 1-2 
pm und einem Eisenoxidgehalt von 9.6 % gewonnen . 

Beispiel 12 

In 1200 ml Pflanzenol, das2.2% Arlacel 80, 0.8% Span 85 vnr* 
0.8% Triton CF 10 enth&lt, werden 50 ml Polymerphase 
bestehend aus 5% PVAL (mittlere Holmasse 224.000), 0.5% 
Polyathylenglykol 3350 und 12% Ferrof luidics EMG 707 unter 
Riihren (Ruhrgeschwindigkeit 1800) 10 Sek. suspendiert. Es 
folgt in je 5 Sek. Abstanden die Zugabe von 4 ml 25%ige 
Glutaraldehyd-Losung und 25 ml 1 N HC1. Ruhr en wird fur 15 
Sek. fortgesetzt. Nach 10 Min. wird abzentrifugiert und 
gewaschen gema£ Beispiel 1. Man erh&lt Magnetpartikel, die 
eine RorngroSenverteilung von 1-2 pm aufweisen und einen 
Eisenoxidgehalt von 18.3% aufweisen. 

Beispiel 13 

In 100 ml 5%ige PVAL-L6sung (mittlere Molmasse 203.000), in 
der 0.05% Polystyrolsulf onsaure und 0.1% 

Polyvinylpyrrolidon gelost sind, werden mit 12 ml Magnetit- 

Kolloid gema£ Beispiel 1 dispergiert und 2 Min. im 

Ultraschallbad beschallt. Es erfolgt die Suspension in 2.2 

Liter Pflanzendl, dessen Zusammensetzung analog Beispiel 12 

ist« Nach 10 Sek. werden in Abstanden von je 10 Sek. 8 ml * 

12%ige Glutaraldehyd-Losung und 20 ml 2.5 N HC1 zugegeben. 

Nach entsprechender Aufarbeitung analog Beispiel 1 erh&lt 
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man 2-4 pm groSe Magnetpartikel mit einem Eisenoxidgehalt 
von 7.5% 



Beispiel 14 

6.5 ml Ferrofluidice EMG 807 werden in 100 ml Polymer- 
Phase, bestehend aus 10% PVAL (mittlere Molmasse 88.000), 
0.05% Cellulose-acetat-butyrat ixnd 0.1% 
Polyvinylpyrrolidon, dispergiert und 3 Min. im 
Ultraschallbad beschallt. Die Dispersion wird anscblieSend 
in 2300 ml Pflanzendl , das 1.8% Synperonic L61, 0.2% 
Tetronic 1101 und 1% Dehymuls FCE enthait, unter Riihren 
(Riihrgescfawindigkeit 2000 U/Min.) suspendiert. Kach 10 Sek. 
werden in je 10 sekundigen Intervallen je 8 ml 12%ige 
Glutaraldehyd-Ldsung, die 20 Mol% iithylendiamin enth&lt, und 
23 ml 2.5 N HC1 zugegeben. Es wird 10 Sek. weitergeruhrt und 
die Suspension nach 10 Minuten analog Beispiel 1 
auf gearbeitet . Man erhalt Magnetpartikel mit einer 
KorngroSenverteilung von 1-3 pm und einem Eisenoxidgehalt 
von 10.4 %. 

Beispiel 15 

300 mg, der nach Beispiel 1 herges tell ten Polymerpartikel, 
werden in 10 ml Wasser suspendiert, mit 10 ml 3.5 M NaOH und 
15 ml Epichlohydrin versetzt und 2 h bei 55°C unter 
intensivem Riihren umgesetzt. Danach werden die 
Magnetpartikel mittels eines Neodym-Eisen-Bor-Magneten 
abgetrennt. Das Produkt wird in ca.10 ml Wasser suspendiert 
und nochmals magnetisch abgetrennt. Dieser 
Wasch/Abtrennvorgang wird lOmal wiederholt, gefolgt von 
einmaligem Waschen mit Aceton. 30 mg der so aktivierten 
Magnetpartikel werden sodann mit 2 ml 0.1 M Borat-Puf fer, 
pH 11.4, der 10% Hexamethylendiamin enth&lt, bei 50°C 2 h 
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umgesetzt. Es wird lOmal mit Wasser nachgewaschen. Das 
gewonnene Produkt wird anschliefiend mit 2 ml 0.1 M K- 
Phosphat-Puffer, pH 7.0, in dem 12.5% Glutaraldehyd geldst 
ist, fur 2 h bei 30°C zur Reaktion gebracht. Anschliefiend 
wird iiber einen Zeitraum von 30 Min. zunachst lOmal mit 
Wasser und dann 2mal mit 0.1 M K-Phosphat-Puf f er, pH 7.5, 
nachgewaschen. Durch Zugabe von 1 ml 0.1 M K-Phosphat- 
Puffer, pH 7.5, in dem 0.3 mg Streptavidin geldst sind, 
werden nach 12 stundiger Inkubation bei 4 °C 0.11 mg 
Streptavidin an die Matrix gebunden. An die Matrix lassen 
sich nach den bekannten Methoden biotinylierte DNA-Fragmente 
binden, die zur DNA-Sequenzierungen eingesetzt werden. 

Beispiel 16 

30 mg der gem&fi Beispiel 15 gewonenen 

Epichlorhydrin/Hexamethylendiamin/Glutaraldehyd-aktivierten 
Magnetpartikel werden mit 2 ml 0.1 M K-Phosphat -Puffer, pH 
7.5, in dem 0.3 mg anti-Insulin Antikorper gel6st sind, 24 h 
bei 4°C umgesetzt. Es werden 0.2.8 mg Antikorper gebunden. 

Beispiel 17 

60 mg Magnetpartikel gemafi Beispiel 3 werden durch 
sukzessive Zugabe von Aceton/Wasser-Mischungen 1:3, 1:1, 3:1 
(v/v) und schliefilich absolutem Aceton entw&ssert. Danach 
wird die Suspension in 2 ml absolutem Dimethylsulf oxid, das 
0.1% Zinn-octoat enth&lt, dispergiert und durch Zugabe von 
0.5 ml Hexamethylendiisocyanat fxir 30 Min. bei 45°C 
aktiviert. Danach wird je 5mal abwechselnd mit einigen ml 
Dimethylsulf oxid und Aceton gewaschen. 30 mg der aktivierten 
Fraktion werden mit 1 ml absolutem Dimethylsulf oxid, in dem 
20% Poly&thylenglykol 400 und 0.05% DABCO geldst sind , 4 h 
bei 30°C umgesetzt. Es wird einmal mit Dimethylsulf oxid 
und 5mal mit Wasser gewaschen und die Fraktion wiederum mit 
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den obigen Aceton/Wasser-Mischungen entwassert. Die 
Poiyathylenglykol-gekoppelte Fraktion wird sodann mit je 1 
ml Dimethyl sulfoxid, in dem 6 mMol 4-Dimethylamino-pyridin 
und 5 mMol 2-Fluor-met^yl-pyridinium-toluol-sulf onat geldst 
ist, 45 Min, bei Raumtexnperatur umgesetzt. Es folgt Smaliges 
abwechselndes Waschen mit Dimethylsulfoxid und Aceton. Das 
aktivierte Produkt wird anschliefiend bei 4°C durch 
Inkubation mit einer anti-Thyroxin Antikorper-Losung (0.25 
mg Antik6rper/ml 0.05 M K-Phosphat-Puf f er, pH 7.5) 
gekoppelt. Es werden 0.23 ug Antikorper gekoppelt. Nach 
mehrf achem Waschen mit dem Kopplungspuf fer werden die 
restlicben aktiven Gruppen durch 4sttindige Inkubation mit 2 
ml 20 mMol Mercapto&thanol enthaltendem 0,1 M Tris-HCl 
Puffer, pH 8.5, desaktiviert . Danach werden Magnetpartikel 
mit PBS Puffer, pH 7.2, gewaschen. Die gekoppelten 
Magnetpartikel werden nach den bekannten Verfahren ffcr die 
Thyroxin-Bestimmung eingesetzt. 

Beispiel 18 

30 mg der gernSS Beispiel 17 mittels Hexamethylendiisocyanat 
aktivierten Fraktion werden 5 h mit 2 ml 0.3 KOH/MeOH-L6sung 
1:1 (v/v) versetzt, Nach Sstttndiger Reaktion bei 
Raumtemperatur wird mehrfach mit Wasser gewaschen. Die 
Aminogruppen enthaltende Fraktion wird dann gemaE Beispiel 
15 mit Glutaraldehyd aktiviert. Es folgt merf aches Wasschen 
mit Wasser uber einen Zeitraum von 30 Min.. Durch 20stiindige 
Inkubation bei 4«C mit 1 ml 0.1 M K-Phosphat -Puffer, pH 
7.5, in dem 0.35 mg anti-Maus IgG geldst sind, werden 0.28 
ag IgG gebunden. Das gekoppelte Produkt wird nach den 
bekannten Verfahren fttr die Zellseparation eingesetzt. 

Beispiel 19 

30 mg Magnetpartikel gemaS Beispiel 10 werden bei 0°C mit 4 
ml Wasser, in dem 100 mg BrCN geldst sind, versetzt. Durch 
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Zugabe von 2 N NaOH wird der pK auf 11*5 eingestellt. Die 
Reaktioxx wird nach 5 Min. durch magnet ische Abtrennung der 
Magnetf raktion beendet. Es folgt 4maliges Waschen mit 
Eiswasser. Danach wird je einmal mit 0.01 N HC1 und 0.1 M 
Bicarbonat -Puffer, pH 8.2, nachgewaschen. 1 ml 0.1 H 
Bicarbonat-Puf f er, pH 8.2, in dent 0.2 mg anti-CD4 Antikorper 
gel6st sind, wird mit den aktivierten Magnetbeads fur 12 b 
bei 4°C inkubiert. Es wird mehrfach mit PBS-Puffer, pH 7.2, 
der 0.5 M NaCl und 0.1 % Triton X100 enth&lt, nachgewaschen, 
Man erh&lt einen Tr&ger an den 0.18 mg Antikorper gebunden 
sind. Die gewonnen TrSger werden zur Isolierung von T- 
Helferzellen vexwendet. 



Beispiel 20 

30 mg Hagnetpartikel gemafi Beispiel 5 werden analog Beispiel 
19 mit BrCN aktiviert. Ankopplung von Heparin (Molmasse 
6000) erfolgt durch 12stundige Inkubation von 1 ml 
Bicarbonat-Puf fer, pH 8.2, der 0.5 mg gelostes Heparin 
enth&lt. Danach wird fur 2 h bei Raumtemperatur mit 0.1 M 
Athanolamin-Ldsung, pH 8.0, inkubiert und anschlieSend 4mal 
mit 0.1 M Acetat -Puffer, pH 4, nachgewaschen. Die gewonnene 
Fraktion wird nach den bekannten Verfahren zur Trennung von 
Antithrombin 111 verwendet. 

Beispiel 21 

30 mg Magnetpartikel gemaS Beispiel 4 werden durch 
sukzessive Zugabe von Aceton/Wasser Mischungen, wie oben 
beschrieben, entwassert. Je 1 ml Dimethylsulf oxid, in dem 6 
mMol 4-Dimethylamino-pyridin und 5 mMol 2-Fluor-methyl- 
pyridinium-toluol-sulfonat geldst sind, wird mit den 
Magnetbeads fur 45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wird je 5mal abwechselnd mit Ace ton und Dimethylsulf oxid 
sowie einmal mit 0.05 M K-Phosphat-Puf f er, pH 7.5, 
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gewaschen. Anschliefiend wird 1 ml 0.05 K-Phosphat -Puffer, 
pH 7.5, der 0.3 mg Protein A enth&lt zugesetzt. Die Kopplung 
erfolgt ttber einen Zeitraum von 12 h bei Raumtemperatur . Es 
folgt mehrf aches Waschen mit PBS-Puffer, in dem 0.5% NaCl 
und 0.1%Triton X100 gelost sind. Es werden 0.27 mg Protein 
gebunden. Die Magnetpartikel Fraktion wird zur Abtrennung 
von IgG -Subklassen analog den bekannten Verfahren benutzt. 

Beispiel 22 

30 mg Hagnetpartikel Fraktion gemaft Beispiel 12 werden 
eiximal mit 2 ml 0.5 M Carbonat -Puffer, pH 11 gewaschen. Die 
anschlieSende Aktivierung mit 100 vl Divinylsulfon erfolgt 
unter Zugabe von 1 ml Wasch-Puf f er iiber einen Zeitraum von 
70 Min. bei Raumtexnperatur . Es folgt mehf aches Waschen mit 
Wasser tiber eine Zeitraum von 30 Min. 1 ml Carbonat-Puf f er, 
pH 10, der 10% Lactose enthalt, wird fur 20 h bei 
Raumtexnperatur mit der Magnetbead Fraktion inkubiert. Es 
werden 0.68 mg Lactose gebunden. Der Trager wird zur 
Auf reinigung von Lektinen aus Histelextrakten nach den 
bekannten Verfahren verwendet. 

Beispiel 23 

30 mg Magnetpartikel gem&fi Beispiel 7, die analog Beispiel 
15 mit Epichlorhydrin aktiviert wurden, werden 16 h bei 
Raumtemperatur mit 0.3 M Adipinsauredihydrazid in 0.2 M 
Carbonat -Puffer, pH S, zum Hydrazid-Derivat umgesetzt. Es 
wird mehrf ach mit 0.1 M Tris-HCl Puffer, pH 8.5, 
nachgewaschen. Restliche Oxiran-Gruppen werden durch 
4st\indige Inkubation mit 0.3 M Mercaptoathanol-Ldsung 
enthaltendem Waschpuf f er-Losung desaktiviert . Es wird mit 3 
ml 0.1 M Na-Acetat-Puffer, pH 5.5, ziachgewaschen. 1 ml 
Wasch-Puf fer, in dem 0.3 mg anti-HGH und 10 mMol Na-m- 
Perjodat geldst sind, werden unter Lichtabschlufi fur 40 
Min. bei 4°C inkubiert. Es folgt Bmaliges Waschen mit Na- 
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Acetat -Puffer und 2maliges Waschen mit PBS Puffer. Es we r den 
0.21 mg Antikorper gebunden. Der gekoppelte Trager wird zur 
Bestinaxrung von HGH verwendet. 

Beispiel 24 

30 mg Magnetpartikel gemafi Beispiel 9 werden in Wasser 
suspendiert und per Handmagnet abgetrennt. Die abgetrennte 
Fraktion wird in 0.5 ml 0.1 M Salpetersaure, die 0.1 M 
Cer(ZV) -ammoniumnitrat enth&lt, fur 15 Min. bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Magnetpartikel 
magnet isch abgetrennt und einmnal mit Wasser nachgewaschen. 
Die Fraktion wird sodann unter Zugabe von 0.5 ml Acryls&ure 
und 0.5 ml n-Hexan fur 15 Min. bei 50 °C zur Reaktion 
gebracht. Es wird lOmal mit Wasser iiber einen Zeitraum von 
30 Min. nachgewaschen. Die Pf ropf ausbeute betragt 85 %. Die 
gepfropfte Fraktion wird mit 1ml 0.1 M MOPS-Puffer (3- 
Morpholino-propansulf onsaure) , pH 7.5, der 5% N-Cyclohexyl- 
N- ' (2-morpholinoathyl) -carbodiimid-methyl-p-toluolsulf onat 
enthalt, 30 Min. bei Raumtemperatur aktiviert. Es wird 5mal 
mit Eiswasser nachgewaschen und 0.3 mg anti-LDL Antikorper, 
gelost in 1 ml MOPS-Puffer, pH 7.5, zugesetzt. 
Reaktionsdauer 24 h bei 4°C. Danach wird der Trager durch 
48ttindige Znkubation mit 5 ml 5mM Athanolamin/0 . 1 M Tris- 
HCl-Puffer, pH 8.5, desaktiviert • Es werden 0.25 mg 
Antikorper gebunden. Die gekoppelte Matrix wird zur 
Entfernung von LDL (Low-density-Lipoprotein) aus 
biologischen Flussigkeiten eingesetzt. 

Beispiel 25 

30 mg Magnetpartikel gemaft Beispiel 3 werden analog Beispiel 
24 mit Acrylsaure gepfropft. 100 \ig Oligo(dT)20 werden 
entsprechend der Vorschrift in DNA, Vol. 4, 1988, 327 mit 
Athylendiamin am S'-Ende substituiert • Das NH2-modif izierte 
Oligonukleotid wird in 1 ml 0.1 M Imidazol-Puf fer, pH 7.0, 
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gelost und mit der Magne t part ike 1 Fraktion fttr 20 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird mehrfach mit dexn 
Imidazol-Puffer, der 0.1% Triton X100 enthalt, gewaschen. Es 
werden 38 ug Oligonukleotid gebunden. Die gewonnenen 
Magne tpart ike 1 werden zur Isolierung von mRNA nach den 
bekannten Verfahren verwendet. 

Beispiel 26 

100 mg Magne tpart ike 1 gemaE Beispiel 9 werden zunachst mit 
Hilfe der Aceton/Wasser-Mischungen gemaS obiger Vorschrift 
entw&ssert. Es folgt die Aktivierung mittels 
Hexamethylendiisocyanat gemafi Beispiel 17. 2 ml 
Dimethylsulf oxid, in dem 0.1% Zinn-Octoat und 30 mg m-Amino- 
phenylboronsaure gelost sind, werden mit den aktivierten 
Partikeln fur 6 h bei 30°C inkubiert. Danach wird mehrfach 
mit Wasser nachgewaschen. Die Borons&ure gekoppelten 
Magne tpart ikel werden zur Bestimmung des glykierten 
Hemoglobins im Blut nach den bekannten Verfahren eingesetzt. 

Beispiel 27 

30 mg Magnetpartikel entsprechend Beispiel 14 werden mit 2 
ml Wasser, in dem 50 mg Cibacron Blau F3G-A gelost sind, 
versetzt und fur 30 Min. auf 60°C erhitzt. Danach wird 1 ml 
25% NaCl-Losung zugesetzt und eine weitere h auf 75°C 
erhitzt. Nach Zugabe von 1 ml 10%iger Na-Carbonat-Ldsung, 
wird noch 2 h bei 70°C erhitzt. Es folgt mehrstundiges 
waschen mit Wasser. Die gewonnene Matrix wird ftir die 
Auf trennung von Alkohol Dehydrogenase nach den bekannten 
Verfahren verwendet. 
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PATE NT ANSPRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung von perl-oder kugelf ormigen 
Partikeln aus PVAL, dadurch aekennzeichnet . daE eine waErige 
PVAL-Losung, in der ein magnetisclies Kolloid dispergiert 
1st, bei Raumtemperatur in einer mit der Polymerphase nicht 
mischbaren organischen Phase, die mindestens zwei 
Emulgatoren enth&lt, unter RQhren suspendiert wird und 
wahrend des Suspensionsvorganges durch Zugabe eines 
wasserldslichen, mit Hydroxy 1-Gruppen reagierenden Agenz 
vernetzt wird. 

2. Verfahren gemaE Anepruch 1, dadurch aekennzeichnet. daE 
in der organischen Phase 2-6 Vol% Emulgatormischung, 
bestehend aus mindestens zwei verschiedenen Komponenten, 
geldst sind, von denen mindestens eine Koznponente partiell 
wasserldslich ist. 

3. Verfahren gemaE Anspruch 1, flafrirgh gs2samisaisimafcj daE 
in der Polymerphase 0.01 - 2% Gew% eines Oder mehrerer 
Emulgatoren gelbst sind. 

4. Verfahren gemaE Anspruch 3, fla<forch gqkennzeichnefr , daE 
die Emulgatoren Proteine, Cellulose -Derivate, Sulfonsaure- 
Derivate, Polyvinylpyrrolidon oder Polyathylenglykole Oder 
Mischungen derselben sind. 

5. Verfahren gem&E Anspruch 1, dadurch oekennzeichnet. daE 
die Polymerldsung 2.5-12.5 Gew% PVAL enthalt. 

6. Verfahren gem&E Anspruchen 1-5 , dadurch aekennzeichnet. 
daE der Polymerphase ein magnetisches Kolloid in Form von 
ferromagnetischen oder superparamagnetischen Substanzen 
zugemischt wird. 
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7. Verfahren gem&£ Anspriichen 1-6 , dadurch crekennzaichnet . 
dafc 2-7 Vol% Vernetzerlosung, bezogen auf die Polymerphase, 
zugesetzt warden. 

8. Verfahren gemafi Anspriichen 1-7, dadurch qekennzeichr^t- , 
daS der Vemetzer unter Zugabe von wasserldslichen Diaminen 
eingesetzt wird. 

9. Verfahren gem&fi Anspriichen 1-7, dadurch aekennzeichnet . 
&a& die Vernetzung mit Dialdehyden unter Zusatz von 20-50 
Vol % Saure, bezogen auf die Polymerphase, durchgefiihrt 
wird. 

10. Perl-oder kugelf ormige magnetische PVAL Partikel, 
erh&ltlich nach dem Verfahren gemaS Anspriichen 1-9. 

11. Perl-oder kugelf ormige Polymerpartikel, erhaltlich nach 
dem Verfahren gemfifi Anspriichen 1-9 , deren Oberflache 
chemisch gebundene Polymerketten aufweisen, dadurch 
gekennzeichnet, daS die die Polymerketten konstituierenden 
Vinylmonomere Carboxyl-, Hydroxyl-, Amino-, Aldehyd-, oder 
Oxiran-Gruppen enthalten. 

12. Magnetische Partikel gemfiB Anspriichen 10 und 11 , 
dadurch oekennzeichnet. dafi die Oberflache der 
Polymerpartikel mit Biomolekulen koppelnde, reaktive Gruppen 
aufweisen. 

13. Perlfdrmige PVAL Partikel gemafi Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet . dafi die koppelnden Gruppen mit Antikdrpem, 
Peptiden, Proteinen, Enzymen, Streptavidin, Avidin, 
Oligonukleotiden oder DNA-Fragmenten umgesetzt sind. 
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14. Verwendung der PVAL Part ike 1 gemafi Anspriichen 10-13 zur 
Fraktionierung von Zellen, Nukleinsauren, Proteinen, Viren 
Oder Bakterien. 

15. Verwendung der PVAL Partikel gemaS Anspriichen 10-13 fur 
den Immunoassay, fur die DNA-Sequenzierung oder DNA- 
fiynthese. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 96/02398 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC6: B 01 J 13/00, C 08 F 16/06, G 01 N 33/546, B 01 D 15/08, 
C 07 H 1/06, C 12 Q 1/68 
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
B 01 J,C 08 F,G 01 N,B 01 D,C 07 H,C 12 Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, Band 115. 
Nr. 26, publish 1991, 
30 December, 

(Columbus, Ohio, USA) , 
H. YOKOI -Synthesis of poly- 
mer membranes homogeneously 
dispersed with ultra-fine 
magnetic particles as 
assisted by techniques of 
plasma chemistry", 
Seiten 34-35, Nr. 281 068h; 
& Kenkyu Hokoku - Asahi 
Garasu Zaidan 1990, 57, 
143-51. 

DE, A, 4 127 657 

(MOLLER-SCHULTE ) 
25 February 1993 (25.02.93), 
the whole Document 



1-10 



1-15 



PI Further documents are listed in the continuation of Box C. Q See patent family annex. 



* 

44 A" 



Special categories of cited documents: 

document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

**E" earlier document but published on or after the international filing date 

"L" document which may throw doubts on priority daim(s) or which is 

cited to establish the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

T document published prior to the ulternational filing date but later than 
the priority date claimed 



*T" later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

M Y** document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

member of the same paten t family 



Date of the actual completion of the international search 

12 September 1996 (12.09.96) 


Date of mailing of the international search report 

18 October 1996 (18.10.96) 


Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Farm PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intcrnar - - des Afccnzcichca 

PCT/EP 96/02398 



A. KLASSIFIZJERUNG des anmelouncsgcgenstandes 

B 01 J 13/00, C 08 F 16/06, G 01 N 33/546, B 01 D 15/08, 
C 07 H 1/06, C 12 Q 1/68 

Ntcfa der Intcrnanonalcn Patcntttasnfikation (IPK) odcr nach der nationalcn Ktatrifikatton und der IPK^ 

B. RECH ERCH I ERTE GEBtBTE 

R cch cr chkr tcr MindcttprOfstofT (KUssifikationsystem und Klasafikationssymhote ) 

B 01 J,C 08 F,G 01 N,B 01 D,C 07 H,C 12 Q 
Rcchtrdtfate aber nicht gum Mlndcaprflfttoff gehorende VcroffcndnAunfcn. sowctt dkw cater die rccfaerchicrten Oehicte fallen 



Winrend der intenutionalen Recherche konsumcrte elektromsche Datenbank (Name der Dafienhank und evtf . verwendete Suchbegrifle) 



C ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoric* Bezrichnung der Vcrdflentticaung, sowett er/orderttch unter Angabe der in Betracht 



TeUe 



Bctr. Anspruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, Band 115, 

Nr. 26, veroffentlicht 1991, 
30 Dezember, 
(Columbus, Ohio, USA) , 
H. YOKOI "Synthesis of poly- 
mer membranes homogeneously 
dispersed with ultra-fine 
magnetic particles as 
assisted by techniques of 
plasma chemistry" , 
Seiten 34-35, Nr. 281 068h; 
& Kenkyu Hokoku - Asahi 
Garasu Zaidan 1990, 57, 
143-51. 

DE, A, 4 127 657 

(MOLLER-SCHULTE) 

25 Februar 1993 (25.02.93), 

ganzes Dokument. 



1-10 



1-15 



□ Weitere VeroffenUichungen and der Fometzung von Fdd C zu F I Siehe Anhang Patentfamilie 

entnehmen I— I 



* Besoadere Kategorien von angegebenen Veroffenthchungen 

'A" Vertflentlichung, die den allgemetncn Stand der Tcctmik definiert, 

aber nicht ate besonders bedcutsam anroehen itt 
*B' ilteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dent intemanonaien 

Anmeldedatum verdflentlicht worden tat 
ctnen 

schdnen zu laoen, oder durch die das VerdfTendichungsdatmn etna 
tndcrcn im Rcchcrchenbericht genannten Vcroffcndichun g betegt werden 
toll Oder die aus tinem anderen besonderen Grund angegeben ixt(wie 
ausgefuhrt) 

*0" VeroflenUichung. die tkh auf cine mOndliche Onenbanmg. 

cine Benutzung, cine AussteUung oder andcre Maflnahmen bezicht 
*P" Veroflendtchung, die vor dem intenutionalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdaftim vcr6ffcnlticht worden ist 



T Spitere Vcrdflentttchung, die nach dem international en Anmddedantm 
Oder dem Priorititcrtttnm wr6ffgntiicht worden irt und not der 
Anmekhag nicht kolUdicrt, sondero our zum Verstandnis des der 
Erfindung zngrundcti cgenden Priuips oder der*ihr zttgrundeucgenden 
Tbeoric angegeben ist 

besonderer Bedeunmg; die beansptochte Erfindung 
dicser Veri ftendichung nicht als neu oder auf 
r itigtdt berahend betrachtet werden 
nr Vcroffcntiichung yon besonderer Bcdeutune die beampructoe i Erfindung 

" beruhend 



*X' Vetoffenttichu ng von I 
kann sUcm aufgrund t 
erandertscher Titigkri 



kann nicht als auf erfinderiseher TOgkeit 
werden, wenn die VertflenUichung nut exner oder mehreren anderen 
Verdflentf ichungen dicser Kateeone in Verbinduna gehracht wird und 
diese Verbindung (Or eincn Factanann naheiiegena tst 

*eV VenMrcntnchung. die MitgUed dersclben PatmtfamiUe tst 



Datum des Abschlusses der international en Recherche 

12 September 1996 


U 10.96 


Name und PostanschriR der Internationale Rccherchenbehorde 
Europiisches Patentamt, PA. 5816 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswijk 
Td. ( + 31-70) 340*2040, Tx. 3! 6S1 cponl. 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 


BevoUmichtigjtcr Bedienstcter 

SCHNASS e.h. 



Fonnttm PCT/BA/2I0 (BUtt 3) (felt 1192) 



ANHANG 

zua international en Rechgrchen- 
bericht Cber die intematlanale 
Patentanaeidung Nr. 



ANNEX 

to the International Search 
Report to the International Patent 
Application No. 

PCT/EP 96/02398 SAE 136027 



ANNEXE 

au rapport de recherche inter* 
national relatif A la decande de 
international n* 



In dieses Anhang sind die Hitglieder This Annex lists the patent faaily 
der Patent fatal lien der is obenge- waters relating to the patent documents 

nannten international en Recherchenherlcht cited in the abave-sentloned Inter- 
angefflhrten Patentdokueente angegeben. national search report. The Office is 
Diese Angaben dienen nur zur Unter- in no nay liable for these particulars 
richtung und erfolgen ohne Gatihr. which are given serely for the 

of information. 



La presente annexe indique les 
mores de la faaille de brevets 
relatifs aux documents de brevets cites I 
dans le rapport de recherche inter- 
national visee ci-dessus. Les reseigne- 
sents fournis sont dormes k titre irtdica- 
til et n'engagent pas la responsibilite 
de 1 'Office. 



Is Recherchenber ich t 
angefflhrtes Patentdokusent 
Patent docusent cited 
in search report 
Oocufient de brevet cite 
dans le rapport de recherche 


Data* der 
ver6ffentlichung 
Publication 
date 
Date de 
publication 


Hitgliedferl der 
Patentfasllie 
Patent fully 
sesberis) . 
fesbre(s) de la 
fasilie de brevets 


Datuf der 
Verfiffentllchung 
Publication 

date 
Date de 
publication 


DE Al 4127657 


25-02-93 


keine - none 


- rien 



